晤 
旧 








R 学 报 Acta Entomologica Sinica, May 2018, 61(5):519 -526 doi:10. 16380/j. kcxb. 2018. 05. 001 








褐飞虱 ATP 合 酶 b 亚 基 基 因 A7TPSb 的 
克隆 与 功能 分 析 


冯 娅 琳 ， 孝 培 应 ”, 俞 飞 飞 ， 陆 潮 峰 , 朱 家 骏 , 俞 晓 平 * 


(中 国 计 量 大 学 生命 科学 学 院 , 浙江 省 生物 计量 及 检验 检疫 技术 重点 实验 室 ， 杭州 310018) 






































摘要 :【 目的】 克隆 褐飞虱 Nilaparvata lugens ATP 合 酶 b 亚 基 基因 全 长 cDNA 序列 ,并 通过 RNA 干 
扰 技 术 对 该 基因 的 功能 进行 研究 ,探讨 其 在 褐飞虱 防治 中 的 潜在 价值 。【 方 法 】 根 据 本 实验 室 获 得 
的 褐飞虱 转录 组 测序 数据 提供 的 ATP 合 酶 b 亚 基 基因 部 分 核心 序列 信息 ,以 水 稻 品 种 TN1 饲养 的 
褐飞虱 为 材料 ,应 用 cDNA 末端 快速 扩 增 技术 (RACE ) 获得 全 长 cDNA; 通 过 实时 荧光 定量 PCR 技 
术 研 究 其 在 褐飞虱 不 同 发 育 阶 段 和 5 冷 若 虫 不 同 组 织 中 的 表达 谱 ; 并 利用 福 飞 她 2 龄 若虫 通过 饲 
喂 法 对 该 基因 进行 RNAi 实验 。 【结果 】 成 功 克隆 了 褐飞虱 ATP 合 酶 p 亚 基 基因 47PSb 的 全 长 
cDNA 序列 (GenBank 登录 号 : MF973493)。 该 序列 包含 一 个 843 bp 的 完整 开放 阅读 框 ,编码 280 
个 氨基酸 。 荧 光 定 量 PCR 表明 ,47PS 基因 的 mRNA 水 平 在 褐飞虱 不 同 发 育 阶 段 以 1 -2 龄 若 忠 
期 为 高 , 随 着 龄 期 增 大 呈 下 降 趋 势 , 在 峻 成 虫 中 也 随 着 羽化 时 间 增 加 而 下 降 , 在 雄 成 下 中 的 表达 量 
高 于 峻 成 虫 。 在 5 龄 若虫 不 同 组 织 中 的 表达 量 以 胸部 中 为 最 高 , 头 部 、 中 肠 、 孵 和 偶 和 脂肪 体 中 相对 
表达 量 较 低 。 从 靶 向 ATPSb 基因 的 RNA 干扰 第 6 天 起 ,处 理 组 中 靶 标 基因 的 mRNA 水 平 降低 ,并 
且 RNA 干扰 对 褐飞虱 若虫 具有 显著 致死 效果 ;在 RNA 干扰 后 第 18 天 时 ,对 照 组 个 体 存 活 率 仍 保 
持 在 约 80% 的 较 高 水 平 ,而 饲 喂 dsATPSb 的 RNA 干扰 组 基本 无 个 体 存活 。 【结论 】 本 研究 结果 显 
示 ,ATPSb 基因 对 褐飞虱 的 生存 具有 重要 作用 , 靶 向 47PS 基因 的 RNA 干扰 对 褐飞虱 具有 显著 的 
抑制 效果 ,ATPSb 基因 可 以 作为 褐飞虱 防治 的 潜在 靶 标 进行 深入 研究 。 
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Abstract: [Aim) This study aims to investigate the functions of the ATP synthase b subunit gene in the 
rice brown planthopper ( BPH), Nilaparvata lugens by RNAi and to explore the potential using the gene 
as a target to control this pest. 【 Methods 】The full-length cDNA of ATP synthase b subunit gene was 
cloned from the BPH reared on rice variety TN1 by RACE according to the sequence information available 


in the transcriptome data previously obtained by our laboratory. The expression profiles of this gene in 
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different developmental stages and different tissues of the Sth instar nymphs of N. lugens were detected 
with real-time quantitative PCR, and the RNAi experiments of the gene were carried out with the 2nd 
instar nymphs of N. lugens by using feeding method. 【 Results 】 The full-length cDNA of the ATP 
synthase b subunit gene of the BPH named ATPSb ( CenBank accession number: MF973493 ) was 
successfully cloned. It contains an ORF of 843 bp, encoding a protein of 280 amino acid residues. Real- 
time quantitative PCR showed that the ATPSL gene was highly expressed in the lst and 2nd instar 
nymphs, and its relative expression level decreased with the developmental stage. The mRNA level of 
47PSb was higher in male adults than that in female adults. In the Sth instar nymphs, the mRNA level of 
ATPSbL in the thorax was the highest among different tissues, while relatively low in the head, midgut, 
ovary and fat body. The RNAi results showed that the mRNA level of 47PS was significantly decreased 
in the ds47PSu treatment group from the 6th day, and the RNAi treatment led to distinct mortality of the 
BPH nymphs. At 18 d after RNAi, the survival rate in the control group kept 80% , while no individual 
survived in the ds47PSb treatment group. 【 Conclusion 】The results suggest that the 47PS gene js 
essential to the survival of the BPH, and the RNAi of 47PSb shows an effective inhibition of the BPH. 


47PS may serve as a potential target gene for BPH control. 


Key words: Nilaparvata lugens; ATP synthase; ATPSb; RNA interference; survival rate 





褐 飞 恒 Nilaparvata lugens Stal 是 一 种 单 食性 水 
称 害 虫 , 具 有 远 距离 迁 飞 特性 和 极 强 繁殖 能 力 。 褐 
飞 虱 主要 通过 取 食 水 稻 韧 皮 部 计 液 为 害 水 稻 , 造 成 
水 稻 生 长 延缓 .分 更 延迟 .空间 粒 增 加 ,严重 时 全 株 
死亡 (Du et al., 2009; 号 少 龙 和 修 茂 林 , 2017) 。 此 
外 , 褐 飞 乔 还 可 以 传播 多 种 水 稻 病 毒 ,在 我 国 福建 、 
广东 和 广西 地 区 ,褐飞虱 传播 的 具 叶 矮 缩 病 毒 病 和 
草 状 矮 化 病 等 时 有 严重 发 生 ( 类 永 根 和 程 家 安 ， 
2011)。 目 前 ,对 褐飞虱 的 应 急 防 治 主 要 以 化 学 防 
治 为 主 , 但 化 学 防治 容易 导致 害虫 的 抗 药性 上 升 、 稻 
米 农药 残留 量 增 加 、 害 虫 再 猩 狐 及 环境 污染 等 问题 。 
选 育 和 利用 抗 性 品种 也 是 褐飞虱 防治 的 重要 手段 ， 
但 是 , 褐 飞 乱 种 群 往往 在 与 抗 性 品种 的 互 作 中 发 生 
致 害 性 变异 ,形成 能 够 适应 抗 性 水 稻 的 新 种 群 
(Huang et al., 2017) 。 目 前 已 鉴定 的 解毒 酶 和 代谢 
酶 等 相关 基因 , 尚 不 能 很 好 地 解释 害虫 抗 药性 产生 
或 致 害 性 变异 的 机 制 ,对 褐飞虱 灾害 还 缺乏 可 持续 
的 有 效 治理 手段 。 因 此 ,筛选 与 发 现 新 的 褐 飞 恒 防 
治 靶 标 , 丰 富 褐 飞 乔 防治 的 信息 和 手段 具有 重要 的 
现实 意义 。 

ATP 合 酶 (ATP synthase ) 由 FF 和 了 两 部 分 构 
成 ,在 动物 包括 昆虫 中 主要 参与 氧化 磷酸 化 过 程 中 
ATP 的 合成 (Esparza-Perusqufa et al., 2017)。ATP 
合 酶 b 亚 基 是 ATP 合 酶 中 保守 性 较 低 的 亚 基 ,主要 
起 连接 和 固定 Fe 和 复合 体 的 装配 作用 ( 周 红 娟 ， 
2007) 。ATP 合 酶 b 亚 基 对 于 ATP 合 酶 功能 的 正常 
发 挥 不 可 或 缺 ,一 旦 其 构象 发 生变 化 ,将 会 影响 ATP 




































































的 合成 (Kawasaki et ol.，2007 ) 。 研 究 发 现 , 埃 及 伊 
蚊 4edes aegypii( Paris et al., 2012) 和 淡色 库 蚊 Culex 
Pipiens pallens ( 王 卫 杰 等 ,2017) 抗 药性 品系 中 的 
ATP 合 酶 b 亚 基 高 表达 ,表明 其 可 能 与 昆虫 适应 能 
力 增强 相关 。 陈 亚 娜 (2015 ) 和 郑 金晶 (2013 ) 的 研 
究 发 现 ,ATP 合 酶 b 亚 基 基因 与 果 晶 的 精 梨 发 育 相 
关 , 敲 除 之 后 会 降低 雄 果 晶 的 繁殖 力 ,造成 雄性 不 
育 。Li 等 (2013 ) 发 现 ATP 合 酶 b 亚 基 能 与 对 虾 白 
斑 综 合 症 病毒 ( White spot syndrome virus ，WSSYV ) 膜 
蛋白 上 的 VP292 相互 作用 ,影响 WSSV 的 感染 。 由 
此 可 知 ,ATP 合 酶 p 亚 基 在 生物 的 生长 繁殖 以 及 适 
应 性 等 方面 发 挥 重要 的 作用 。 

本 研究 通过 克隆 褐飞虱 ATP 合 酶 b 亚 基 基因 
ATPSb 的 全 长 ecDNA 序列 ,采用 荧光 定量 PCR 方法 
检测 其 在 褐 飞 乱 中 的 时 空 表达 格局 ,并 应 用 RNA 干 
扰 技 术 研 究 其 功能 ,探讨 其 在 褐飞虱 防治 中 的 淤 在 
价值 。 















































1 材料 与 方法 
1.1 供 试 褐飞虱 
供 试 褐 飞 乔 为 感 虫 水 称 品 种 TN1 上 饲养 的 褐 
飞 恒 Tn 种 群 ,由 本 实验 室 在 TN1 上 连续 饲养 50 代 
以 上 ,饲养 温度 为 26 +25% ,相对 湿度 为 80% +59% ， 
光 周 期 为 12L: 12D。 
1.2 主要 试剂 

TaKaRa MiniBEST Universal RNA Extraction Kit, 
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‘TaKaRa MiniBEST Agarose Gel DNA Extraction Kit, 
PrimeScript RT Reagent Kit with gDNA Eraser, DNA 
2000 Marker, Premix Tag™ (‘TaKaRa Tag™ Version 
2.0 Plus Dye) 和 SYBR Premix Ex Tag 均 购 自 大 连 
TaKaRa 公司 ;SMARTer@ RACE 5'/3' Kit 购 自 美国 
Clontech 公司 ;MEGAscript® T7 High Yield Transcription 
Kit 购 自 美国 Ambion 公司 ;引物 合成 及 基因 测序 由 
上 海 桑 尼 生物 科技 有 限 公司 完成 。 
1.3 ”褐飞虱 ATP 合 酶 b 亚 基 基因 4ATPSb 全 长 
cDNA 的 克隆 

收集 TN1 水 稳 上 的 褐飞虱 若虫 (1 -5 龄 ) 和 羽 
化 1-9 4d 的 成 虫 混合 材料 ,立即 放 入 液 氮 中 冻 存 。 
取样 时 知 虫 取 30 ~ 50 头 ,成 虫 取 5 头 。 使 用 
TaKaRa MiniBEST Universal RNA Extraction Kit 提取 
总 RNA ,具体 步 又 参照 其 说 明 书 进行 。 使 用 琼脂 糖 
凝 胶 电泳 和 Nanodrop 2000(Thermo ) 对 RNA 进行 完 
整 性 及 纯度 检测 。 以 1 ng 总 RNA 为 模板 ,使 用 
PrimeScript RT Reagent Kit with gDNA Eraser 试剂 盒 
反 转 录 合 成 cDNA 第 1 链 ,贮存 于 -20% 备 用 。 

根据 本 实验 室 的 转录 组 测序 序列 信息 ,获得 褐 
飞 虱 ATP 合 酶 p 亚 基 基因 的 部 分 核心 序列 ,并 经 
NCBI 网 站 序列 比 对 鉴定 。 应 用 Primer Premier 5.0 
软件 设计 引物 ATPSb-F 和 ATPSb-R( 表 1) ,以 合成 
的 cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 ,对 该 基因 的 核心 序 
列 进行 验证 。 参 照 Hao 等 (2015 ) 的 方法 进行 褐 飞 
恒 ATP 合 酶 bp 亚 基 基因 全 长 cDNA 的 克隆 。PCR 











扩 增 反应 体系 (50 LL): PCR Mix 25 pL, 10 pmol/L 
正 反 向 引物 各 2 pL，cDNA 模板 2 pL, ddH,0 19 
ML。PCR 反应 程序 : 94% 4 min; 94%C 30 s, 55C 
30 s, 72%C 3 min, 30 个 循环 ; 72% 10 min; 4%C 保 
存 。PCR 扩 增 产物 经 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离 , 用 
‘TaKaRa MiniBEST Agarose Gel DNA Extraction Kit 回 
收 目的 DNA 片段 ,连接 到 载体 pMD-18T 上 4%C 过 
夜 ,连接 产物 转化 到 JM109 感受 态 细胞 ,加 1 mL LB 
液体 培养 基于 37% 震荡 培养 2 h, 取 200 pL 菌 液 涂 
布 在 含有 1% Amp 的 LB 固体 培养 基 , 倒 置 于 37%C 
培养 9 h。 待 菌落 长 出 后 随机 挑 取 5 个 单 菌落 ,接种 
于 1 mL( 含 1% Amp) 的 LB 液体 培养 基 中 ,于 37%C 
摇 床 培养 12 h, 取 1 pL 菌 液 进 行 菌 液 PCR 鉴定 , 选 
取 阳 性 克隆 菌株 后 送 到 上 海 桑 尼 生 物 科技 有 限 公 于 
测序 。 测 序 结 果 用 DNAMAN 软件 和 原 序列 比 对 
验证 。 

选取 符合 要 求 的 RNA 样品 ,用 SMARTer ® 
RACE 5'/3′Kit User Manual 合成 5'-RACE 和 3”- 
RACE 的 模板 。 分 别 设计 外 引物 ATPSb-50/ATPSb- 
30 以 及 内 引物 ATPSb-5ILATPSb-3I( 表 1)。 根 据 
RACE 试剂 盒 说 明 书 ,采用 集 式 PCR 分 别 对 目的 基 
因 的 3' 端 和 5' 端 进行 扩 增 ,产物 经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 
分 离 , 回 收 目的 DNA 片段 ,连接 TT 载体, 转化 大 肠 杆 
菌 感受 态 细胞 ,筛选 阳 性 克隆 后 送出 测序 。 测 序 结 
果 应 用 DNAMAN 软件 进行 比 对 拼接 获得 47PSb 的 
全 长 cDNA。 






































表 1 引物 信息 
Table 1 Primer information 
引物 引物 序列 (5' -3') 引物 用 途 
Primers Primer sequences Use of primers 
ATPSb-F GTCCGCTACCTCTTCGTGC 
ATPSb-R TCCAACCGCCTCTTGATTT 
ATPSb-50 CGACTGGTAATCCAACCGCCTC cDNA 克隆 
ATPSb-5I GCAGTGTCTTCTCCTCCTCAAT cDNA cloning 
ATPSb-30 GTCCGCTACCTCTTCGTGCCTG 
ATPSb-3I GAGCATTGAGGAGGAGAAGACA 
QATPSb-F ACAAAGAGATTGAAGCCGAT 
QATPSb-R GCAGTGTCTTCTCCTCCTCA 奖 光 定量 PCR 
QRPSI11-F ATGGCCGACATTCTTCCAGGTCC qPCR 
QRPSI11-R CCGATCGTGTGGCGTTGAAGGG 
dsATPSb-F GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGCGGCACCGAAGCGGCAACG dsRNA 合成 
dsATPSb-R GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGGTGTATCGGCTTCAATCTCT dsRNA synthesis 


1.4 褐飞虱 ATP 合 酶 b 亚 基 的 序列 分 析 
测序 后 经 拼接 获得 的 47PS5 全 长 cDNA 序列 信 

息 ,利用 开放 阅读 框 分 析 软 件 (ORF finder https: / 

www. ncbi. nlm. nih. gov/orffinder/) 预测 开放 阅读 框 





及 其 编码 的 多 肽 ,使 用 NCBI Blastx 进行 氨基 酸 序列 
同 源 性 比 对 ,使 用 在 线 工 具 ExPASy (http: // web. 
expasy. org/protparam/) 对 有 蛋白质 的 分 子 量 、 理 论 等 
电 点 等 进行 预测 ,采用 SignalP 4. 1 server (http:// 
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www. cbs. dtu. dk/services/SignalP/) 对 信号 肽 进行 
预测 ,采用 在 线 工 具 InterProScan (http: // www. ebi. 
ac. uk/interpro/search/sequence-search) 对 和 蛋白质 功 
能 域 进行 预测 。 利 用 MEGA5. 0 软件 中 的 邻接 法 
(neighbor-joining method，NJ ) 构建 进化 树 ,重复 数 
为 1000。 
1.5 褐飞虱 ATP 合 酶 b 亚 基 基 因 的 表达 谱 分 析 
利用 荧光 定量 PCR 技术 检测 ATP 合 酶 bp 亚 基 


入 25 头发 育 一 致 的 褐 飞 乱 若虫 , 且 两 管 作为 一 个 重 
复 ,设置 3 个 重复 。 每 2 d 对 各 组 分 别 进行 取样 ,每 
组 取 6 头 若虫 , 共 取 5 次 ,包括 0,2,4,6 和 8d, 并 
进行 RNA 的 抽 提 及 后 续 目 的 基因 表达 量 的 获 光 定 
量 PCR 检测 ( 同 1.5 节 )。 
1.7 数据 统计 与 分 析 

采用 WPS Excel 软件 进行 数据 整理 , 运用 
SPSS16.0 独立 样本 了 检验 对 RNA 干扰 对 47PSb 基 














基因 在 褐飞虱 Tn 种 群 中 的 相对 表达 量 , 其 中 ,不 同 
发 育 阶段 的 褐飞虱 包括 1 -2 龄 奋 虫 3 -4 龄 若虫 、 
5 龄 和 大虫 以 及 羽化 后 1, 3,5,7 和 9 d 的 肉 成 虫 及 
雄 成 虫 ;不 同 组 织 材料 分 离 自 5 龄 末 褐 飞 虱 否 虫 , 包 
括 头 、 胸 .中 肠 、 卵 偶 和 脂肪 体 。 菊 光 定 量 PCR 特异 
性 引物 为 QATPSb-F/QATPSb-R( 表 1) ,以 RPS11 基 
因为 内 参 ( Yuan et al., 2014) ,检测 褐 飞 乱 ATP 合 酶 
b 亚 基 基因 在 各 样品 中 的 相对 表达 量 。 菊 光 定 量 
PCR 参考 马 艳 等 (2013 ) 的 反应 体系 及 方法 ,其 中 退 
火 温 度 改 为 53Y 。 实 验 设 3 个 生物 学 重复 。 

1.6 ， 饲 喂 法 进行 RNAi 实验 

根据 cDNA 全 长 序列 设计 用 于 合成 dsRNA 干 
扰 片 段 的 引物 dsATPSb-F 和 dsATPSb-R( 表 1), 并 
在 特异 性 引物 5' 端 加 保护 碱 基 (GGATCC) 及 T7 局 
动 子 (TAATACGACTCACTATA ) 。 为 了 不 影响 RNAi 
后 的 转录 水 平 检测 ,干扰 片段 不 包括 获 光 定量 PCR 
检测 的 片段 (图 1)。 按 照 MECAscript@ T7 High 
Yield Transcription Kit ( Ambion, 美国 ) 试剂 盒 说 明 
书 合成 dsRNA。 采 用 LiCl 沉淀 法 进行 dsRNA 的 纯化 : 
向 dsRNA 反应 体系 中 加 入 30 pL ddH;0 和 30 pL LiCl 
Precipitation Solution, - 20% 放置 1 h 左右 ,11 000 r/ 
min 4% 离心 15 min, 去 上 清 后 加 入 用 DEPC 水 配制 的 
70% 乙醇 1 mL 进行 洗涤 ,离心 后 去 除 乙醇 ,加 入 20 
ML ddH,0 溶解 ,放置 -20% 备 用 。 

取 人 饲养 在 TN1 水 稳 品种 上 褐 飞 剧 2 龄 若虫 进 
行人 工 饲养 ,饲养 条 件 参 照 Fu 等 (2001 ) 的 营养 液 
配方 , 饲 喂 装 置 为 两 端 覆盖 双 层 Parafilm 膜 ( 内 含 取 
食 液 15 pL) 的 双 通 玻璃 管 (2.5 cm x 15 cm) , 待 试 
虫 饲 喂 取 食 液 适 应 5 d 后 ,进行 RNA 干扰 处 理 , 纯 
化 的 dsRNA 用 取 食 液 配制 到 终 浓度 为 0.5 pg/ pL。 
处 理 时 ,以 取 食 液 加 入 相应 体积 的 DEPC 处 理 水 为 















































因 表 达 量 及 褐飞虱 存活 率 的 影响 进行 显著 性 差异 分 
析 , 采 用 单 因素 分 析 中 的 Tukey HSD 进行 不 同 组 织 
中 47PS 基因 表达 水 平 的 数据 分 析 。 











2 结果 


2.1 褐飞虱 ATP 合 酶 b 亚 基 基 因 的 cDNA 全 长 克 
隆 及 序列 分 析 

以 褐飞虱 cDNA 为 模板 扩 增 ATP 合 酶 b 亚 基 
基因 的 核心 片段 ,重组 克隆 测序 结果 表明 ,该 扩 增 片 
段 长 度 为 433 bp, 与 预期 长 度 相 符 。Blast 搜索 发 
现 ,克隆 的 褐 飞 乔 ATP 合 酶 b 亚 基 基因 片段 编码 的 
多 肽 与 桃 蚜 Myzus persicae 的 ATP 合 酶 b 亚 基 氨基 
酸 序列 一 致 性 为 57% 。 应 用 RACE 法 扩 增 cDNA 的 
5' 端 和 3' 端 ,分 别 获得 620 bp 5' 端 序列 和 556 bp 3 
端 序列 。 利 用 DNAMAN 软件 对 该 基因 的 核心 序列 、 
5' 端 及 3 端 片段 进 行 拼接 ,得 到 1 150 bp 全 长 cDNA 
(图 1) ,并 将 该 基因 命名 为 47PS ( GenBank 登录 
号 : MF973493 ) 。 通 过 ORF Finder 分 析 发 现 褐 飞 乱 
ATPSb 基因 cDNA 全 长 序列 包含 一 个 完整 的 843 bp 
的 开放 阅读 框 ,编码 280 个 氨基 酸 。ExPASy 软件 分 
析 表 明 ,47PS2 编码 的 蛋白 分 子 量 为 32.4 kD ,等 电 
点 为 8.25 ,经 SignalP 4.1 Server 检测 未 发 现 内 质 网 
定位 相关 的 信号 上 肽 ,符合 ATP 合 酶 b 亚 基 在 细胞 质 
翻译 、 定 位 线粒体 的 预期 。 利 用 MEGA5.0 软件 NJ 
法 构建 进化 树 ,结果 发 现 褐飞虱 的 ATPSb 基因 与 点 
蜂 缘 晴 Riptiorius pedestris 的 ATPSL 基因 在 同一 分 支 
上 , 且 与 桃 是 Myzus persicae 的 杂 缘 关系 较 近 (图 2)。 
2.2 褐飞虱 ATPSb 基因 的 时 空 表达 格局 

严 光 定量 PCR 检测 表明 ,47PSb 在 褐 飞 乱 Tn 
种 群 不 同龄 期 均 有 不 同 程度 表达 。 其 中 ,在 褐 飞 乔 















































对 照 组 (CK) ,每 饲 忠 装置 接 入 20 头 经 过 上 述 预 适 
应 处 理 且 发 育 基本 一 致 的 褐 飞 乱 若虫 ,设置 3 个 重 
复 。 每 天 更 换取 食 液 , 清理 和 统计 死亡 的 褐 飞 乱 个 
体 ,计算 存活 率 。 

此 外 ,平行 设置 RNA 干扰 处 理 ,每 饲 喂 装置 放 











不 同 发 育 阶 段 以 低龄 (1 -2 龄 ) 若 虫 为 最 高 , 随 着 龄 
期 增 大 呈 下 降 趋势 ,5 龄 若虫 的 表达 量 为 1 -2 龄 若 
虫 的 0.58 倍 ;在 雌 成 虫 中 ,47PS 的 mRNA 水 平 也 
随 着 羽化 时 间 增 加 而 下 降 , 羽 化 1 d 的 雌 成 虫 约 为 
羽化 9 d 时 的 6 倍 ( 图 3: A)。 在 成 虫 中 , 雄 成 虫 中 
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1 AGAGTACATGGGGGCCTGTGTCCTGTGATATTGGGTCTGGATCGTGAAGGGCAACAAGAA 
61 AATGTTTTCCAGATTAGCTTTCAATTGCGCCAAACAGGTGCGGCCAGCCCTGATAGGTGC 

由 MPRE -Soe hp Nt AR A RoE WL GA 
12 AGTGCGATGCAGCGGCACCGAAGCGGCAACGTCGCAATCGCAACAGCTGATGAGCAAGGT 
21 60 > 0 0 st 0 ed A A ad Dg SA 
18 TGCCGTGATGGCACCGGCAGCCAGCCGACAGCTCTCGGCCACCGCCACCGGTGACCGCCC 
41 hv NM A rp A A SQ STA TA DB 
24 GCCATGGGAGGGACCCGAGCGTGACCTCGTCAACTTCCCCCGCCCCGTCATGCCCGAGGA 
61 Be rb Gb BR Da Ve IN A Re VR MP Ba 
30 GCCCGGCAAGGTCCGCTACCTCTTCGTGCCTGAAGAGTGGTTCGAGTTCTTTTACAAGAA 
81 BG Ke YR TR Vb Wl ek 
36 GACTGGTGTTACTGGTCCTTACGTATTGGCTTTCGGTATTTTCAACTATGTAATGAGCAA 
0 eV Gb TY Nd bm, ET NY We My :SK 
42 AGAAGTGTGGTTAATTGAACACGAGTACTACTATGTTTATGCGCTGGCTGCCATCTTCTA 
12 Boe Ve eM ly Ts BE BT Ag YD Ve A RA A 
48 TTTTGGCGACAAGAAATTTGGAAAGCAAATTGGCGATTATTTGGACAAAGAGATTGAAGC 
4 人 
54 CGATACACATTTCTTCGAAAAGGATAGGCTAGACAAGATAGCCAACTTCAACAAGAGCAT 
6 DT HE eb RID Ry DD A NK Sl 
60 TGAGGAGGAGAAGACACTGCAGTGGCAGAAAGAGGCCGACAAGCTGATCATCGAAGCCAA 
8 BE "bale pK QQ WK BoA DE LL be AK 
66 ACGCGAGAACGTCGCTCTGCAGCAGGAGGCCATTTTCAGAGAACGTGCCATGTTCGCCTA 
20 RAB A We QB cA DD EP AR BYR A MM PA 
2 CCAAGAAATCAAGAGGCGGTTGGATTACCAGTCGCAGAAGCAGCTGATGGAGCGACGCAT 
22 QB KR AR LD YQ RO LM ER RL 
78 TGCGCAGAAGCACATGGTCGAATGGATCGTGGCCAACGTGCTGAAGGCCATCACCCCGCA 
24 MAO MY BE Ve RK A PQ 
84 ACAGGAGGCCGACACACTCAAGAAGTGCATCGTCGATCTGCAGGCCATGTCAGCCAAGGC 
26 eB eA Do BD KK CA VD QM 
90 CTAAACCCTCCCCCCCCTCCACTTTTAGTAAATTATATTCATCAACAACAATAAGTCATC 
281 水 
96 GGTAGAAATGTGTGGTGAACTCAATCATGCAACCTGTCAACAGTAGAAGAGATGCATGAT 
1021 GTGTGGTGAACTTACCGCCATGAATAAATGTCATAAATTCCAATTATTGTTGAAAGCTAA 
1081 TGTCCTTGCGAACTGCTAATAAATTGTTATAGTTTATATCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
1141 AAAAAAAAAA 

图 1 褐飞虱 47P5b 基因 全 长 cDNA 序列 及 氨基 酸 序列 
Fig. 1 Nucleotide sequence and amino acid sequence of ATPSb from Nilaparvata lugens 
起 始 密 码 子 和 终止 密码 子 用 粗 体 标识 ;加 尾 信号 ( AATAAA ) 用 下 划 波 浪 线 标识 ;RNA 干扰 片段 用 下 划 直 线 标 识 ; 荧 光 检 测 片 段 用 阴影 标识 。 


























The start and stop codons are in boldface, the polyadenylation signal sequence ( AATAAA) is underlined with wavy line, the RNA interference fragment 


is underlined with straight line, and the fluorescence detection segment is shown in shadow. 





的 表达 量 明显 高 于 雌 成 虫 (图 3: B)。 在 5 龄 褐 飞 
二 若虫 中 ,4A7TPSb 在 不 同 组 织 部 位 的 表达 量 以 胸部 
中 为 最 高 , 头 部 .中 肠 、 卵 和 偶 和 脂肪 体 中 表达 量 较 低 
(图 4)。 褐 飞 恒 的 胸部 有 飞行 和 跳跃 器 官 ,含有 让 
富 的 肌肉 ,可 能 所 需 能 量 较 多 ,因而 47PS 表达 量 
较 高 ;而 5 龄 若虫 的 卵 集 中 还 没有 启动 卵 的 发 育 ,所 
需 的 能 量 可 能 不 高 ,因而 47PSb 表达 量 较 低 。 











2.3 ”人 饲 喂 dsRNA 对 褐飞虱 体内 ATPSb 表达 水 平 
的 影响 


荧光 定量 PCR 检测 结果 显示 , 饲 咀 0.5 pg/mL 
ds47PS 的 RNA 干扰 组 ,47PS2 基因 的 mRNA 水 平 





总 体 呈 现 连 续 性 下 降 。 与 对 照 组 相 比 ,ds47PSb 干 
扰 组 在 处 理 6 d 时 ,47PS) 基因 的 mRNA 水 平 约 为 
对 照 组 的 50% ,二 者 之 间 的 差异 显著 (P <0. 05 ) ;人 饲 
喂 8 d 时 ,mRNA 的 水 平 继续 降低 ,减少 至 对 照 组 的 
40%(P<0.05)( 图 5)。 结 果 表 明 , 靶 向 47PS 基 
因 的 RNA 干扰 显著 降低 了 靶 标 基因 的 表达 量 ,取得 
了 预期 效果 。 
2.4 ATPSb 基因 的 RNA 干扰 对 褐飞虱 存活 率 的 
影响 

在 RNA 干扰 实验 中 ,连续 喂养 ds47PS2 处 理 对 
褐飞虱 存活 率 产 生 了 显著 的 影响 ,从 RNA 干 扰 的 
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小 蜂 寅 甲虫 Aethina tumida (XP_019879680.1) 








光 肩 星 天 牛 Anopiophora glabripennis (XP_018569574.1) 


黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogasier (NP_524011.1) 
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米兰 达 果 刚 Drosophila miranda (XP_017137621.1) 


翌 库 凡 Cuilex quinquefasciaius (XP_001847481.1) 
操 及 贫 蚊 Aedes aegypii (XP_001651134.1) 


白 纹 仇 蚁 dedes albopictus (XP_019534743.1) 


表 节 蜂 Cephus cinchus (XP_015599565.1) 


桃 是 Mzus persicae (XP_022181720.1) 





图 2 


Fig. 2 Phylogenetic tree of ATPSbs from Nilaparvata lugens and other insects based on 





基于 氨基 酸 序列 构建 的 褐飞虱 及 其 他 昆虫 47PS 的 进化 树 ( 邻接 法 ) 


点 蜂 缘 晴 Riptortus pedestris (BAN20337.1) 


褐 飞 剧 ,Milapearvata lugens (MF973493)* 





amino acid sequence with neighbor-joining method 
分 支 节 点 上 的 数字 表示 1 000 次 自 举 检验 得 到 的 Bootstrap 值 ;比例 尺 表 示 每 个 位 点 的 氮 基 酸 蔡 换 数 。Numbers on the branches indicate the 


bootstrap values with 1 000 replicates. The bar indicates the estimated number of substitutions per site. 
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图 3 褐飞虱 47PSL 基因 在 褐 飞 乱 不 同 发 育 时 大 








(A) 和 肉 雄 成 虫 B) 中 的 表达 水 平 








Fig. 3 Expression level of 47PSb gene in different developmental stages (A) and female and male adults (B) of Nilaparvata lugens 
1 -2N: 1 -2 龄 若虫 1st-2nd instar nymph; 3-4N: 3 -4 龄 若虫 3rd -4th instar nymph; SN: 5 龄 若虫 Sth instar nymph; El -9: 分 别 为 羽化 后 
1 -9 d 的 雌 成 虫 1 -9 d-old female adult，respectively; M: 雄 成 虫 Male adult; 下 : 肉 成 虫 Female adult. 图 中 数据 为 3 次 重复 的 平均 值 上 标准 差 。 


Data in the figure are presented as mean + SD of three independent experiments. 











第 6 天 开始 ,喂食 ds47PSb 的 处 理 组 与 对 照 组 就 达 





























ATPSb 的 全 长 cDNA 序列 , 探 明 了 该 基因 在 褐 飞 起 





到 了 显著 差异 (已 <0.05) ,第 12 天 时 ,达到 了 极品 
著 差 异 (P<0.01)。 到 第 18 天 时 ,处 理 组 基本 无 个 
体 存活 ,但 对 照 组 仍 有 80% 的 个 体 存活 (图 6)。 由 
此 可 见 ,47PS) 对 褐 飞 恒 的 生存 具有 重要 的 意义 , 干 
扰 47PSb 基因 对 褐 飞 恒 正常 的 生理 活动 产生 了 极 
大 影响 。 


3 讨论 


本 研究 克隆 了 褐飞虱 ATP 合 酶 b 亚 基 基因 




















不 同 生长 发 育 阶 段 的 表达 格局 。 靶 向 47PS) 基因 
的 RNA 干扰 可 以 导 臻 褐飞虱 死 亡 ,效果 极 显著 , 提 
示 以 该 基因 作为 靶 标 在 褐 飞 乱 防治 方面 具有 较 大 的 
潜力 。 

ATP 合 酶 产生 的 ATP 为 有 机 体 各 项 生命 活动 
的 重要 能 量 来 源 , 因 此 ATP 合 酶 功能 的 正常 发 挥 对 
于 维护 生物 体 的 正常 生命 活动 具有 重要 意义 。 本 研 
究 中 ,47PSb 基因 的 RNA 干扰 降低 了 其 mRNA 的 水 
平 ,导致 褐飞虱 发 生 极 显 著 死 亡 ,表明 47PSb 基因 
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相对 表达 量 
Relative expression level 








头 ”腹部 中 肠 ”” 卵 梨 ”脂肪 休 
Head Thorax Midgut Ovary Fat body 
组 织 Tissues 
图 4 A47PSb 基因 在 褐飞虱 5 龄 若虫 不 同 
组 织 中 的 相对 表达 水 平 
Fig. 4 Relative expression level of 47PSb gene in different 











tissues of the Sth instar nymphs of Nilaparvata lugens 
图 中 数据 为 3 次 重复 的 平均 值 + 标 准 差 , 数 据 分 析 采 用 单 因素 分 
析 中 的 Tukey HSD 进行 , 柱 上 不 同 字母 表示 在 统计 分 析 上 不 同 组 
织 间 存 在 显著 差异 (P <0.05)。Data in the figure are presented as 
mean + SD of three independent experiments. Data were analyzed by 


one-way ANOVA and Tukey HSD, and different letters above bars 





























indicate significant differences among different tissues (P <0.05). 
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处 理 后 天 数 Days after treatment 
图 5 饲 喂 dsRNA 对 褐飞虱 若虫 体内 47TPSb 
基因 表达 的 抑制 效果 
Fig. 5 JInhibition effect of feeding dsRNA on the expression 











level of 47PSb gene in Nilaparvata lugens nymphs 
CK: 饲 喂 DEPC 处 理 水 的 对 照 组 Control group (feeding DEPC- 
treated water). 图 中 数据 为 3 次 重复 的 平均 值 上 标准 差 , 星 号 表示 
在 统计 分 析 上 处 理 组 与 对 照 组 之 间 存 在 显著 差异 (7 了 检验 ,P < 


0.05 ) 。Data in the figure are presented as mean + SD of three 




















ifference 


between the ds47PSb treatment group and CK at the 0.05 level (7- 


independent experiments. Asterisk means significant 


test ) . 


对 褐 飞 恒 的 生存 具有 重要 作用 ,可 以 作为 褐飞虱 防 
治 的 湾 在 靶 标 做 进一步 深入 研究 。 与 之 类 似 ,南方 
根 结 线虫 Meloidogyne incognita 的 线粒体 ATP 合 酶 





—— CK = dsATPSLb 
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图 6 ATPSb 基因 的 RNA 干扰 对 褐飞虱 若虫 
存活 率 的 影响 
Fig. 6 Effect of the RNAi of ATPSb on survival rate 
of Nilaparvata lugens nymphs 
CK: 饲 喂 DEPC 处 理 水 的 对 照 组 Control group (feeding DEPC- 
treated water) . 图 中 数据 为 3 次 重复 的 平均 值 + 标准 差 , 星 号 表 
示 在 统计 分 析 上 处 理 组 与 对 照 组 之 间 存 在 显著 差异 (7 检验 , P < 
0.05 ) ,双星 号 表示 在 统计 分 析 上 处 理 组 与 对 照 组 之 间 存 在 极 显 
著 差 异 ( 了 检验 , P <0.01)。Data in figure are presented as mean + 



































SD of three independent experiments. Single asterisk means significant 
difference between the ds47PSb treatment group and CK at the 0. 05 
level ( T-test ), and double asterisk means extremely significant 
difference between the ds47PSb treatment group and CK at the 0. 01 
level (T-test). 


b 亚 基 基因 的 敲 除 可 以 防治 根 结 线 虫 病 ( Huang et 
al., 2013) 。47PS 基因 的 RNA 干扰 导致 褐飞虱 死 
亡 的 具体 作用 机 制 还 不 是 很 明确 。 推 测 其 可 能 的 机 
制 为 :47PSb 基因 的 RNA 干扰 降低 了 其 mRNA 的 水 
平 ,进而 会 影响 ATP 合 酶 b 亚 基 蛋白 的 合成 和 ATP 
合 酶 的 正常 组 装 及 ATP 的 合成 。 后 续 工 作 可 以 进 
一 步 测定 4TPSb 基因 的 RNA 干扰 对 ATP 合 酶 b 亚 
基 蛋 白水 平 的 影响 以 及 ATP 的 产生 情况 ,以 明确 
ds47PSb 影响 褐飞虱 生存 能 力 的 机 制 。 

本 研究 在 实际 操作 过 程 中 发 现 ,对 照 组 在 实验 
开始 后 的 第 8 天 即 有 个 体 开始 羽化 ,到 第 12 天 时 已 
经 全 部 羽化 ,而 连续 饲 喂 ds47PS) 的 RNA 干扰 组 
中 ,很 少 有 个 体能 够 存活 到 成 虫 期 ,因而 无 法 从 实验 
组 取 到 足够 的 神 飞 乱 成 虫 样本 ,致使 有 关 47PSb 的 
RNA 干扰 对 褐 飞 乱 生殖 能 力 等 影响 的 信息 尚 不 明 
确 ,这 也 从 侧面 说 明了 该 基因 对 褐 飞 乱 的 重要 性 。 
ds47PS 处 理 的 褐 飞 乱 在 第 18 天 时 存活 率 接近 于 
0 ,尽管 持续 时 间 跨 度 比较 长 ,但 处 理 试 虫 的 发 育 历 
期 明显 推迟 ,体型 偏 小 ,基本 没有 个 体 羽 化 。 这 样 ， 
既 可 以 减轻 褐 飞 乱 当代 的 为 害 , 也 从 根本 上 控制 了 
下 一 代 的 种 群 数 量 , 因 此 ,47PSb 基因 对 探索 褐 飞 乔 
防治 新 途径 具有 重要 价值 。 在 后 续 的 研究 中 ,可 以 





























526 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 61 卷 





适当 推迟 开始 RNAi 时 间 ,选取 虫 龄 较 大 的 试 虫 , 以 
获得 足够 数量 47PSb 表达 量 被 敲 减 的 成 虫 ,通过 设 
置 不 同 的 肉 雄 虫 交配 组 合 (干扰 与 未 干扰 ) ,测定 其 
子 代 的 孵化 数量 及 发 育 情 况 , 探 明 47TPSb 表达 量 遍 
减 对 肉 虫 或 雄 虫 生殖 能 力 的 影响 。 

本 研究 初步 探 明 了 ATP 合 酶 b 亚 基 基 因 47PS 
在 褐 飞 乱 生长 发 育 过 程 的 表达 格局 及 其 在 褐 飞 乱 生 
存 方面 的 作用 。 今 后 ,可 以 针对 47PS 基因 开展 更 
多 研究 ,比较 不 同 干扰 策略 ,包括 饲 喂 法 和 注射 法 、 
dsRNA 干扰 和 siRNA 干扰 等 ,从 中 筛选 更 为 有 效 的 
干扰 条 件 ,优化 防治 褐 飞 乱 的 方法 。 
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